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@  Treatment  of  whole  blood  for  determination  of  red  blood  cell  volumes. 

  Whole  blood  is  treated  to  sphere,  and  optionally  also 
fix,  red  blood  cells  in  order  to  be  able  better  to  determine 
their  volume  and  (optionally)  number,  by  treating  the  blood 
with  (a)  an  isotonic  solution  of  a  sphering  agent,  and  (b)  an 
isotonic  solution  of  a  sphering  agent  and  a  protein,  to 
provide  a  weight  ratio  of  protein  to  sphering  agent  of  from 
20:1  to  70:1,  and  a  final  concentration  of  sphering  agent  of 
from  2  to  10  mg/100  ml.  In  a  modification  of  this  procedure, 
use  is  made  of  the  protein  endogenous  to  the  blood  and 
step  (b)  is  replaced  by  (c)  treating  the  mixture  from  step  (a) 
with  an  isotomic  solution  of  a  fixing  agent  such  as  glutaral- 
dehyde.  Reagent  compositions  comprising  a  sphering 
agent  and  a  protein,  for  use  in  the  above  method,  are  also 
described. 



T h i s   i n v e n t i o n   r e l a t e s   to  a  m e t h o d   of  t r e a t i n g  

m a m m a l i a n   w h o l e   b l o o d   to  p r o v i d e   a  s a m p l e   s u i t a b l e   f o r  

e l e c t r o o p t i c a l   d e t e r m i n a t i o n   of   r e d   b l o o d   c e l l   v o l u m e s ,  

and  more   p a r t i c u l a r l y   to  a  m e t h o d   f o r   s p h e r i n g   or  s p h e r i n g  

and  f i x i n g   w h o l e   b l o o d   e r y t h r o c y t e s   w i t h o u t   v o l u m e   c h a n g e  

f o r   a c c u r a t e   and  p r e c i s e   c e l l   v o l u m e   m e a s u r e m e n t .  

Known  m e t h o d s w h i c h   u t i l i z e   t h e   m e a s u r e d   a m o u n t  

of  l i g h t   s c a t t e r e d   f r o m   i n d i v i d u a l   r e d   c e l l s   ( e r y t h r o c y t e s )  

to   d e t e r m i n e   t h e   i n d i v i d u a l   and  mean  v o l u m e s   of  r e d   c e l l s ,  

s u f f e r   f rom  two  k i n d s   of  e r r o r :  

1.  The  n a t i v e   human  r e d   b l o o d   c e l l   i s   a  b i c o n c a v e  

d i s c   and  t h e   a m o u n t   of  l i g h t   s c a t t e r e d   w i t h i n   a  p a r t i c u l a r  

s o l i d   a n g l e   v a r i e s   w i t h   t h e   o r i e n t a t i o n   of  t h e   c e l l   w i t h  

r e s p e c t   to  t h e   i n c i d e n t   l i g h t   b e a m .  

2.  D u r i n g   h a n d l i n g ,   e . g .   d i l u t i o n   and  p u m p i n g ,   t h e  

s h a p e   of  t h e   c e l l s   can   c h a n g e   d e p e n d i n g ,   i n   p a r t ,   on  t h e  

t i m e   b e t w e e n   t h e   d r a w i n g   of  t h e   b l o o d   and  t h e   t i m e   o f  

m e a s u r e m e n t   a n d ,   in   p a r t ,   on  t h e   c o m p o s i t i o n   of   t h e   d i l u t e d  

b l o o d   s a m p l e .  

Fo r   a  d i s c u s s i o n   of  t h e   a b o v e ,   s ee   H e m o l y s i s   a n d  

R e l a t e d   P h e n o m e n a ,   C h a p t e r   I I ,   pp  1 0 - 4 9   by  E r i c   P o n d e r   ( 1 9 4 8 )  

and  T r a n s f o r m a t i o n   and  R e s t o r a t i o n   of  B i c o n c a v e   S h a p e   o f  

Human  E r y t h r o c y t e s   I n d u c e d   by  A m p h i p h i l i c   A g e n t s   and  C h a n g e s  

of  I o n i c   E n v i r o n m e n t ,   B i c h e m i c a   E t .   B i o p h y .   A c t a ,   B e r n a r d  

D e u t i c k e ,   pp  4 9 4 - 5 0 0   ( 1 9 6 8 ) .  



I t   i s   k n o w n ,   see   f o r   e x a m p l e   P o n d e r   s u p r a ,  
t h a t   i t   i s   p o s s i b l e   to  s p h e r e   r e d   b l o o d   c e l l s   i n   i s o t o n i c  

s o l u t i o n   w i t h o u t   c h a n g i n g   t h e i r   v o l u m e s .   S i n c e   t h e   l i g h t  

s c a t t e r i n g   f r o m   a  p e r f e c t l y   s p h e r i c a l   c e l l   i s   n o t   d e p e n d e n t  

on  i t s   o r i e n t a t i o n   in   a  l i g h t   beam,   t h e   f i r s t   k i n d   of  e r r o r  

c an   t h e r e b y   be  r e d u c e d   or  e l i m i n a t e d .   H o w e v e r ,   s u c h  

p r e p a r a t i o n s   a r e   n o t o r i o u s l y   u n s t a b l e   and   r e d   c e l l ' l y s i s  

o c c u r s   a t   v a r i o u s   t i m e s   a f t e r   s p h e r i n g ,   d e p e n d i n g   on  t h e  

c h o i c e   of   s p h e r i n g   a g e n t   and   t h e   p r o p e r t i e s   of  t h e  

i n d i v i d u a l   b l o o d   s a m p l e s .  

We  h a v e   n o w  f o u n d   t h a t   p r o l o n g e d   s t a b i l i t y   o f  

t h e   s p h e r e d   s t a t e   c an   be  a c h i e v e d   by  c o n t r o l l i n g   t h e  

a b s o l u t e   c o n c e n t r a t i o n   of  t h e   s p h e r i n g   a g e n t   ( t y p i c a l l y   a  

m a t e r i a l   w i t h   d e t e r g e n t   p r o p e r t i e s )   and  t h e   w e i g h t   r a t i o  

of   s p h e r i n g   a g e n t   to   p r o t e i n   i n   t h e   m i x t u r e .   The  p r o t e i n  

h e l p s   to   e n s u r e   s h a p e   c o n s i s t e n c y   d u r i n g   p r o c e s s i n g   a n d  

m i n i m i z e s   t h e   s e c o n d   k i n d   of   e r r o r .  

A c c o r d i n g   to  a  f i r s t a s p e c t   of  t h e   i n v e n t i o n ,  

t h e r e   i s   p r o v i d e d   a  m e t h o d   of   t r e a t i n g   m a m m a l i a n   w h o l e  

b l o o d   to   p r o v i d e   a  s a m p l e   s u i t a b l e   f o r   e l e c t r o o p t i c a l  

d e t e r m i n a t i o n   of  r e d   b l o o d   c e l l   v o l u m e ,   w h i c h   c o m p r i s e s  

t h e   s t e p s   of   (a)   c o m b i n i n g   an  a n t i c o a g u l a t e d   w h o l e   b l o o d  

s a m p l e   w i t h   a  f i r s t   i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   s p h e r i n g  

a g e n t ,   a n d  ( b )   t r e a t i n g   an  a l i q u o t   of   t h e   r e s u l t i n g   m i x t u r e  

w i t h   a  s e c o n d   i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   p r o t e i n   a n d  

s p h e r i n g   a g e n t ;   w h e r e i n   t h e   w e i g h t   r a t i o   of  p r o t e i n   t o  

s p h e r i n g   a g e n t   i n   t h e   a l i q u o t   and   i n   t h e   f i n a l   s a m p l e   i s  

f r o m   a b o u t   2 0 : 1   to   a b o u t   7 0 : 1 ,   and  t h e   c o n c e n t r a t i o n   o f  

s p h e r i n g   a g e n t   i n   t h e   f i n a l   s a m p l e   i s   f r o m   a b o u t  

2  m g . / 1 0 0   ml .   to   a b o u t   10  m g . / 1 0 0   m l .  

The  p r o t e i n   c an   be  a d d e d   to   t h e   b l o o d   s a m p l e   i n  

s t e p   (b)   a b o v e   o r ,   a l t e r n a t i v e l y ,   u s e   can   be  made  s o l e l y  

of   t h e   p r o t e i n   e n d o g e n o u s   to   t h e   b l o o d .   In   t h e   l a t t e r  

c a s e ,   t h e   i n v e n t i o n   p r o v i d e s   a  m o d i f i c a t i o n   of   t h e   a b o v e  



m e t h o d   w h e r e i n   i n s t e a d   of  s t e p   ( b ) ,   s a i d   a l i q u o t   f r o m  

s t e p   (a)   i s   t r e a t e d   in   a  s t e p   (c)   w i t h   an  i s o t o n i c  

s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   f i x i n g   a g e n t ,   and  w h e r e i n   t h e   a l i q u o t  

f r o m   s t e p   (a)   h a s   a  w e i g h t   r a t i o   of  e n d o g e n o u s   p r o t e i n   t o  

s p h e r i n g   a g e n t   of  f r o m   a b o u t   2 0 : 1   to  a b o u t   7 0 : 1 ,   and  a  

s p h e r i n g   a g e n t   c o n c e n t r a t i o n   of   f r o m   a b o u t   2  m g . / 1 0 0   m l .  

to  a b o u t   10  m g . / 1 0 0   m l .  

T h u s ,   t h e   m e t h o d   of  t h i s   i n v e n t i o n   can   be  c a r r i e d  

ou t   g e n e r a l l y   i n   two  w a y s :  

A.  A  b l o o d   s e r u m   s a m p l e   i s   d i l u t e d ,   t y p i c a l l y   a b o u t  

1 / 1 0 0 0 ,   i n   an  i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   s p h e r i n g   a g e n t  

( d e t e r g e n t )   and  a  p r o t e i n ,   p r e f e r a b l y ,   a l b u m i n   a t   t h e  

r e q u i r e d   c o n c e n t r a t i o n s ;   o r  

B.  The  b l o o d   s e r u m   s a m p l e   i s   d i l u t e d   w i t h   a n  a m o u n t  

of  i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   t h e   s p h e r i n g   a g e n t   a t   a  

c o n c e n t r a t i o n   w h i c h   i s   j u s t   s u f f i c i e n t   to   c a u s e   s p h e r i n g  

when  t h e   d i l u t i o n   p r o v i d e s   t h e   c o r r e c t   r a t i o   of   s p h e r i n g  

a g e n t   to   t h e   e n d o g e n o u s   s e r u m   a l b u m i n   ( p l a s m a   p r o t e i n )   f r o m  

t h e   b l o o d   s a m p l e   i t s e l f .   The  r e s u l t i n g   s a m p l e   i s   t h e n  

s i m u l t a n e o u s l y   a n d / o r   s u c c e s s i v e l y   f i x e d   and   f u r t h e r   d i l u t e d  

by  a d d i n g   an  i s o t o n i c   s o l u t i o n   of  a  f i x i n g   a g e n t   to  h a r d e n  

t h e   s p h e r e d   c e l l s   and  make  them  c o m p l e t e l y   i n s e n s i t i v e   t o  

p r o c e s s e s   w h i c h   c o u l d   o t h e r w i s e   c a u s e   them  to  c h a n g e   t h e i r  

s h a p e   or  s i z e   or  l y s e   and  l o s e   t h e i r   c o n t a i n e d   h e m o g l o b i n .  

P r e f e r a b l y ,   p r i o r   to   s t e p   (a)   of   t h e   m e t h o d   o f  

t h e   i n v e n t i o n ,   t h e   w h o l e   b l o o d   s a m p l e   i s   d i l u t e d   w i t h  

s a l i n e ,   as  d i l u e n t ,   r e s u l t i n g   i n   a b o u t   a  50%  by  v o l u m e  

d i l u t i o n .   T h i s   r e d u c e s   t h e   v i s c o s i t y   and  t h u s   r e d u c e s   t h e  

l i k e l i h o o d   of   v o l u m e t r i c   p u m p i n g   e r r o r s   w h i c h   s t e m   f r o m  

v a r i a t i o n s   i n   b l o o d   s a m p l e   v i s c o s i t i e s .   The  s u b s e q u e n t  

d i l u t i o n   s t e p s   w i l l   t h e n   r e s u l t   i n   a  f i n a l   d i l u t i o n   o f  

b l o o d   s a m p l e   of  a b o u t   1 : 1 0 0 0   by  v o l u m e ,   i . e .   a  d i l u t i o n  

s u c h   t h a t   t h e   p r o b a b i l i t y   of  more   t h a n   one  c e l l   p a s s i n g  

t h r o u g h   t h e   i n c i d e n t   l i g h t   beam  of  an  e l e c t r o o p t i c a l  

d e t e c t o r   d u r i n g   t h e   d e t e c t o r ' s   m e a s u r i n g   t i m e   w i n d o w   i s  



v e r y   l o w .  

The  s p h e r i n g   a g e n t   ( d e t e r g e n t )   u s e d   i n   t h e  

m e t h o d   o f  t h e   i n v e n t i o n   i s   p r e f e r a b l y   an  a l k a l i   m e t a l   s a l t  

o f   an  a l k y l   s u l f a t e ,   t h e   a l k y l   g r o u p   c o n t a i n i n g   f r o m   10  

to  16  c a r b o n   a t o m s .   S o d i u m   l a u r y l   s u l f a t e   i s   m o s t  

p r e f e r r e d .   The  p r e f e r r e d   p r o t e i n   f r o m   a d d i t i o n   to  t h e  

b l o o d   s a m p l e   i s   s e r u m   a l b u m i n .  

I n   t h e   m o d i f i e d   m e t h o d   of  t h e   i n v e n t i o n ,   t h e  

p r e f e r r e d   f i x i n g   a g e n t   s o l u t i o n   u s e d   i n   s t e p   (c )   i s   a n  

i s o t o n i c   g l u t a r a l d e h y d e - c o n t a i n i n g   s a l i n e   s o l u t i o n .  

I n   a n o t h e r   a s p e c t ,   t h e   i n v e n t i o n   p r o v i d e s   a  

r e a g e n t   f o r   s p h e r i n g   t h e   r e d   b l o o d   c e l l s   i n   an  a n t i c o a g u -  

l a t e d   w h o l e   b l o o d   s a m p l e ,   w h i c h   c o m p r i s e s   a  m i x t u r e   of   a  

p r o t e i n   and   a  s p h e r i n g   a g e n t   w h e r e i n   t h e   w e i g h t   r a t i o   o f  

p r o t e i n   to   s p h e r i n g   a g e n t ,   when  s a i d   r e a g e n t   i s   m i x e d   w i t h  

a  b l o o d   s a m p l e ,   i s   f r o m   a b o u t   2 0 : 1   to  a b o u t   7 0 : 1 ,   a n d  

w h e r e i n   t h e   t o t a l   c o n c e n t r a t i o n   of   s p h e r i n g   a g e n t   i s   s u c h  

as  to   p r o v i d e ,   when  s a i d   r e a g e n t   i s   m i x e d   w i t h   t h e   b l o o d  

s a m p l e ,   f r o m   a b o u t   2  m g . / 1 0 0   ml .   to   a b o u t   10  m g . / 1 0 0   ml .   o f  

s p h e r i n g   a g e n t   i n   t h e   b l o o d   s a m p l e   m i x t u r e .  

When  a  s p h e r i n g   a g e n t   i s   a d d e d   t o  a   w h o l e   b l o o d  

s a m p l e   i n   t h e   a b s e n c e   of   a d d e d   p r o t e i n ,   t h e   a m o u n t   of  f r e e  

s p h e r i n g   a g e n t   i n   s o l u t i o n   i s   d e p e n d e n t   u p o n   t h e   c o n c e n t r a -  

t i o n  o f   r e d   c e l l s   ( s e e   P o n d e r   a b o v e ) .   T h u s ,   when  a  r e a g e n t  

c o n t a i n i n g   a  f i x e d   o p t i m a l   s p h e r i n g   a g e n t   c o n c e n t r a t i o n   f o r  

a  n o r m a l   b l o o d   c o u n t   i s   u s e d   ( w i t h o u t   p r o t e i n ) ,   t h e   d e g r e e  

of   s p h e r i n g   c o u l d   be  e i t h e r   i n c o m p l e t e   w i t h   a  b l o o d   w i t h  

h i g h   r e d   c e l l   c o u n t   p e r   u n i t   v o l u m e   of   s o l u t i o n ,   or  c o u l d  

l e a d   to   l y s i s   w i t h   a  v e r y   low  r e d   b l o o d   c e l l   c o u n t .   P r o t e i n s ,  

s u c h   as  s e r u m   a l b u m i n s ,   b i n d   s p h e r i n g   a g e n t   r e v e r s i b l y  

and  a r e   t h u s   u s e d   i n   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n  

to   b u f f e r   t h e   e f f e c t i v e   c o n c e n t r a t i o n   of   s p h e r i n g   a g e n t   i n  

t h e   o p t i m a l   r a n g e ,   i n d e p e n d e n t   of   r e d   c e l l   c o u n t .  

The  p r e f e r r e d   c o n c e n t r a t i o n   of   s p h e r i n g   a g e n t  

u s e d   i n   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   i s   t h a t   a m o u n t   w h i c h   i s   j u s t  



s u f f i c i e n t   to   c a u s e   s p h e r i n g   when  b u f f e r e d   w i t h   a  p r o t e i n  

s u c h   as  a l b u m i n   or  p l a s m a   p r o t e i n   a t   any  p a r t i c u l a r  

d i l u t i o n   of  s a m p l e .   As  s t a t e d   p r e v i o u s l y ,   t h e   p r o t e i n  

a l b u m i n   can   be  p r o v i d e d   i n   e i t h e r   of  two  w a y s :   by  a d d i t i o n  

t h e r e o f   to  t h e   b l o o d   s a m p l e ,   or  e n d o g e n o u s l y   as  p l a s m a  

p r o t e i n   i n   t h e   s e r u m   s a m p l e .  

In   one  p r e f e r r e d   e m b o d i m e n t   of  t h i s   i n v e n t i o n ,  

t h e   m e t h o d   i n v o l v e s   c o m b i n i n g   a  p r e d i l u t e d   b l o o d   s a m p l e   w i t h  

an  i s o t o n i c   s p h e r i n g   a g e n t - s a l i n e   s o l u t i o n ,   and  t h e n  

t r e a t i n g   an  a l i q u o t   t h e r e o f   w i t h   a  p r o t e i n - s p h e r i n g   a g e n t  

s a l i n e   s o l u t i o n ,   to  a c h i e v e   t h e   c o n c e n t r a t i o n s   d e f i n e d  

a b o v e .  

P r e f e r a b l y ,   t h e   p r e d i l u t i o n   s t e p   i s   c a r r i e d   o u t  

by  d i l u t i n g   t h e   s e r u m s a m p l e   a b o u t   50%  by  v o l u m e   w i t h   a  

s u i t a b l e   i s o t o n i c   d i l u e n t   s u c h   as  a  s a l i n e   s o l u t i o n .   T h e  

r e s u l t i n g   p r e d i l u t e d   s a m p l e   i s   c o m b i n e d   ( s t e p   ( a ) )   w i t h   a n  

i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   a  s p h e r i n g   a g e n t   ( s o m e t i m e s  

r e f e r r e d   to  h e r e i n   as  d e t e r g e n t ) .   A  t y p i c a l   f i r s t   d i l u t i o n  

r e s u l t s   i n   a  5 0 : 1   d i l u t i o n   of  s a m p l e .   A  f u r t h e r   d i l u t i o n  

( s t e p   ( b ) )   i s   e f f e c t e d   by  t r e a t i n g   an  a l i q u o t   of   t h e   a b o v e  

s a m p l e   w i t h   a  p r o t e i n - s p h e r i n g   a g e n t   s o l u t i o n   p r e f e r a b l y  

to  p r o v i d e   a  d i l u t i o n   of  s a m p l e   of   a b o u t   1 0 0 0 : 1 .   T h e  

r e s u l t i n g   s a m p l e   c o n t a i n s   s p h e r e d   and  s t a b i l i z e d   e r y t h -  

r o c y t e s   a t   a  f e a s i b l e   c o n c e n t r a t i o n   f o r   l i g h t   s c a t t e r i n g  

m e a s u r e m e n t .   When  s u c h   l i g h t   s c a t t e r i n g   m e a s u r e m e n t   i s  

c o n d u c t e d   e m p l o y i n g   a  f l o w   c e l l   c y t o m e t e r ,   t h e   i n d i v i d u a l  

c e l l   v o l u m e s   can   be  d e t e r m i n e d   as  w e l l   as  t h e   n u m b e r   o f  

c e l l s .   The  mean  v o l u m e   can   t h e r e f o r e   a l s o   be  c a l c u l a t e d .  

A  c r i t i c a l   f e a t u r e   of  t h e   m e t h o d   of  t h e   i n v e n t i o n  

i s   t h e   w e i g h t   r a t i o   of  p r o t e i n / s p h e r i n g   a g e n t   and   t h e  

c o n c e n t r a t i o n   of  s p h e r i n g   a g e n t .   By  r e g u l a t i n g   t h e s e  

p a r a m e t e r s   w i t h i n   c e r t a i n  l i m i t s ,   t h e   s p h e r i n g   p r o c e s s   i s  

e f f e c t i v e l y   a c c o m p l i s h e d   and  t h e   a n a l y t i c a l   r e s u l t s   h i g h l y  

p r o b a t i v e .  



The  w e i g h t   r a t i o   of   p r o t e i n / s p h e r i n g   a g e n t   i s  

f r o m   a b o u t   2 0 : 1   to   a b o u t   7 0 : 1 ,   w i t h   a  r a t i o   of  5 0 : 1   b e i n g  

m o s t   p r e f e r r e d .   For   t h e   f i n a l   c o n c e n t r a t i o n   of   s p h e r i n g  

a g e n t ,   a  c o n c e n t r a t i o n   of   f r o m   a b o u t   2  m g . / 1 0 0   ml .   t o  

a b o u t   10  m g . / 1 0 0   ml .   i s   u s e d ,   w i t h   a  c o n c e n t r a t i o n   o f  

3  m g . / 1 0 0   ml .   m o s t   p r e f e r r e d .  

The  p r o t e i n ,   e x t e r n a l l y   s u p p l i e d ,   i s   p r e f e r a b l y   a  

s e r u m   a l b u m i n .   O t h e r   e m p l o y a b l e   p r o t e i n s   i n c l u d e   b o v i n e ,  

human   a n d  e g g   a l b u m i n .  

I n   t h e   m o d i f i e d   m e t h o d   of  t h i s   i n v e n t i o n ,   t h e  

p r o t e i n / s p h e r i n g   a g e n t   s e c o n d   d i l u t i o n   s t e p   (b)  i s   r e p l a c e d  

by  t r e a t m e n t   w i t h   an  i s o t o n i c   f i x i n g   a g e n t   s o l u t i o n  

( s t e p   ( c ) ) .   In   t h i s   s y s t e m ,   t h e   p r o t e i n   f o r   t h e   f i r s t  

d i l u t i o n   i s   t h e   e n d o g e n o u s   p r o t e i n   i n   t h e   s e r u m   s a m p l e ,  

i . e .   t h e   p l a s m a   p r o t e i n .   An  i s o t o n i c   s o l u t i o n   of  a  

s p h e r i n g   a g e n t   i s   a d d e d   i n   a  v o l u m e   s u f f i c i e n t   to   b r i n g  

t h e   e n d o g e n o u s   p l a s m a   p r o t e i n / s p h e r i n g   a g e n t   r a t i o   a n d  

a l s o   t h e   c o n c e n t r a t i o n   of  s p h e r i n g   a g e n t   w i t h i n   t h e  

d e s i r e d   r a n g e s .   The  p r e f e r r e d   f i x i n g   a g e n t   i s   g l u t a r a l d e -  

h y d e ,   u s e d   i n   an  a m o u n t   to   p r o v i d e   a  f i n a l   g l u t a r a l d e h y d e  

c o n c e n t r a t i o n   of  f r o m   0 .1%  to  0 .4%  by  w e i g h t .   The  i s o t o n i c  

f i x i n g   a g e n t   s o l u t i o n   i s   s u i t a b l y   f o r m u l a t e d   w i t h   s a l i n e   o r  

a  s a l i n e - s p h e r i n g   a g e n t   m i x t u r e .  

B e c a u s e   g l u t a r a l d e h y d e   f i x e s   r e d   c e l l s   v e r y  

r a p i d l y ,   o p t i m a l   b u f f e r i n g   of   t h e   s p h e r i n g   a g e n t   c o n c e n -  

t r a t i o n   b e y o n d   t h e   f i x i n g   a g e n t   a d d i t i o n   s t e p   i s   c o n s i d e r e d  

l e s s   c r i t i c a l .   As  s o o n   as  t h e   r e d   c e l l   c o n t e n t   h a s   b e e n  

f i x e d ,   i t   b e c o m e s   c o m p l e t e l y   n o n c r i t i c a l .  

The  s p h e r i n g   a g e n t   e m p l o y e d   i n   e i t h e r   m e t h o d   i s  

s u i t a b l y   an  a l k a l i   m e t a l   ( s o d i u m ,   p o t a s s i u m ,   l i t h i u m ,  

c e s i u m   or  r u b i d i u m )   s a l t   of   an  a l k y l   s u l f a t e   w h e r e i n   s a i d  

a l k y l   c o n t a i n s   f r o m   10  to   16  c a r b o n s .   A l k a l i   m e t a l   l a u r y l  

s u l f a t e s   a r e   p r e f e r r e d ,   and  s o d i u m   l a u r y l   s u l f a t e   m o s t  

p r e f e r r e d .   O t h e r   s u i t a b l e   s p h e r i n g   a g e n t s   w h i c h   may  b e  

e m p l o y e d   i n   t h e s e   m e t h o d s   i n c l u d e   f a t t y   a c i d s ,   p h o s p h o l i p i d s ,  



e t c .   I t   i s   to   be  n o t e d   t h a t   some  n o m i n a l   " s p h e r i n g   a g e n t s "  

s u c h   as  c r u d e   egg  l e c i t h i n   ( s e e   P o n d e r   a b o v e )   a c t u a l l y  

c o n t a i n   t h e   s p h e r i n g   a g e n t   o n l y   as  a  m i n o r   i m p u r i t y .   F o r  

e x a m p l e ,   p u r e   l e c i t h i n   i s   n o t   a  s p h e r i n g   a g e n t .   I t   i s   t o  

be  u n d e r s t o o d   t h a t   t h e   w e i g h t   c o n c e n t r a t i o n s   d i s c u s s e d   a r e  

of   t h e   a c t i v e   p r i n c i p l e   in   any  i m p u r e   " s p h e r i n g   a g e n t "   a n d  

n o t   t h e   c r u d e   w e i g h t   c o n c e n t r a t i o n .  

Bo th   t h e   m e t h o d s   of   t h e   i n v e n t i o n   can   be  e f f e c t e d  

e i t h e r   c o n t i n u o u s l y   as  i n   an  a u t o m a t e d   s y s t e m ,   or  i n   a  

d i s c o n t i n u o u s   or  d i s c r e t e   m a n n e r .  

In   o r d e r   t h a t   t h e   i n v e n t i o n   may  be  more   f u l l y  

u n d e r s t o o d ,   an  e m b o d i m e n t   t h e r e o f   w i l l   now  be  d e s c r i b e d ,  

by  way  of  e x a m p l e   o n l y ,   w i t h   r e f e r e n c e   to  t h e   a c c o m p a n y i n g  

d r a w i n g ,   w h e r e i n   t h e   s i n g l e   F i g u r e   r e p r e s e n t s   a  s c h e m a t i c  

f l o w   s h e e t   of   a  c o n t i n u o u s   s y s t e m   f o r   c a r r y i n g   ou t   t h e  

m e t h o d   of  t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   f o r   t h e   t r e a t m e n t   of  a  

w h o l e   b l o o d   s a m p l e   f o r   e v e n t u a l   e l e c t r o o p t i c a l   m e a s u r e m e n t .  

R e f e r r i n g   to  t h e   d r a w i n g ,   a  s y s t e m   i s   i l l u s t r a t e d  

f o r   m e a s u r i n g   t h e   v o l u m e   of  i n d i v i d u a l   r e d   c e l l s   i n   a  

d i s c r e t e   a n t i c o a g u l a t e d   b l o o d   s a m p l e   t r e a t e d   i n   a c c o r d a n c e  

w i t h   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n .   H o w e v e r ,   i t   i s   w i t h i n   t h e  

s c o p e   of  t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   t h a t   t h e   m e a s u r e m e n t   of  t h e  

v o l u m e   of   r e d   c e l l s   i n   s u c c e s s i v e   a n t i c o a g u l a t e d   b l o o d  

s a m p l e s   may  be  e f f e c t e d   on  a  c o n t i n u o u s   b a s i s ,   f o r   e x a m p l e ,  

as  d e s c r i b e d   i n   our   U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   No.  3 , 7 4 0 , 1 4 3 .  

The  s y s t e m   c o m p r i s e s   a  p e r i s t a l t i c   pump  1  i n c l u d i n g  

pump  t u b e s   3 , 5 , 7 , 9   and  10.  As  w i l l   be  u n d e r s t o o d ,   t h e  

r e l a t i v e   i n t e r n a l   d i a m e t e r s   of   t h e   pump  t u b e s   d e t e r m i n e s  

t h e   p r o p o r t i o n i n g   of   t h e   s a m p l e   and  r e a c t a n t s   i n t r o d u c e d   ≠ 

i n t o   t h e   s y s t e m .   An  a s p i r a t i n g   p r o b e   13  i s   c o n n e c t e d   a l o n g  

c o n d u i t   14,  to   t h e   i n l e t   of  pump  t u b e   5,  w h o s e   o u t l e t   i s  

c o n n e c t e d   to  a  j u n c t i o n   15.  P r o b e   13  i s   a d a p t e d   to   b e  

i m m e r s e d   in   an  a n t i c o a g u l a t e d   b l o o d   s a m p l e   17  c o n t a i n e d   i n  

a  s a m p l e   r e c e p t a c l e   19.  I t   w i l l   be  a p p r e c i a t e d   t h a t   p r o b e  

13  may  be  a d a p t e d ,   as  d e s c r i b e d   in   U n t i e d   S t a t e s   P a t e n t  



No.  3 , 7 4 0 , 1 4 3 ,   to   be  i m m e r s e d ,   i n   t u r n ,   i n t o   s u c c e s s i v e  

s a m p l e   r e c e p t a c l e s ,   so  as  to   e f f e c t   t h e   m e a s u r e m e n t   of  t h e  

r e d   c e l l   v o l u m e s   of   s u c c e s s i v e   s a m p l e s   on  a  c o n t i n u o u s  

b a s i s .  

The  i n l e t   end  of  pump  t u b e   3  i s   c o n n e c t e d   to   a  

s o u r c e   21  of   a p p r o p r i a t e   d i l u e n t   f o r   e f f e c t i n g   t h e   f i r s t  

d i l u t i o n   o f   t h e   s a m p l e   17.  Upon  o p e r a t i o n   of   pump  1,  d i l u e n t  

i s   p a s s e d   a l o n g   pump  t u b e   3  to   j u n c t i o n   23  i n   c o n d u i t   1 4 , .  

so  as  to  be  m i x e d   w i t h ,   and  d i l u e n t ,   t h e   s a m p l e   b e i n g  

p a s s e d   f r o m   t h e   p r o b e   13.  A l s o ,   an  a i r   l i n e   25  f r o m   a n  

" a i r - b a r "   s t r u c t u r e   26,  as  d e s c r i b e d   i n   our   U n i t e d   S t a t e s  

P a t e n t   No.  3 , 3 0 6 , 2 2 9 ,   w h o s e   o p e r a t i o n   i s   p h a s e d   to   t h a t   o f  

t h e   pump  1  as  i n d i c a t e d   by  t h e   d a s h e d   c o n n e c t o r ,   o p e r a t e s  

p e r i o d i c a l l y   to   i n t r o d u c e   o c c l u d i n g   a i r   s e g m e n t s   i n t o  

c o n d u i t   14.  The  p r e s e n c e   of  s u c h   " i n t r a - s a m p l e "   a i r  

s e g m e n t s   e n s u r e s   p r o p e r   p r o p o r t i o n i n g   of   t h e   s a m p l e   a n d  

r e a c t a n t s   i n t o   t h e   s y s t e m   ( a n d   e f f e c t i v e  w a s h   b e t w e e n  

s u c c e s s i v e   s a m p l e s )   as  d e s c r i b e d   i n   t h e   r e f e r e n c e d   p a t e n t .  

C o n c u r r e n t l y ,   an  i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   t h e   s p h e r i n g  

a g e n t   i s   p a s s e d   f r o m   s o u r c e   27  a l o n g   pump  t u b e   7  to  j u n c t i o n  

15,  w h e r e a t   i t   i s   m i x e d   w i t h   t h e   d i l u t e d   s a m p l e   p a s s e d   a l o n g  

pump  t u b e   5,  to   e f f e c t   t h e   s e c o n d   d i l u t i o n   of  s a m p l e   1 7 .  

The  s a m p l e   i s   f l o w e d   f r o m   j u n c t i o n   15  and   t h r o u g h   m i x i n g  

c o i l   29,   to   e f f e c t   a  t h o r o u g h   m i x i n g   t h e r e o f ,   and  s u b -  

s e q u e n t l y   a l o n g   c o n d u i t   31  to   a  r e s a m p l i n g   f i t t i n g   3 3 .  

F i t t i n g   33  i n c l u d e s   a  w a s t e   o u t l e t   35  and  a  r e s a m p l i n g  

o u t l e t   37  c o n n e c t e d   to   t h e   i n l e t   of  pump  t u b e   9.  The  s a m p l e  

p a s s e s   f r o m   o u t l e t   37  and   to   j u n c t i o n   39  a l o n g   pump  t u b e   9 ,  

e x c e s s   s a m p l e   and   " i n t r a - s a m p l e "   a i r   s e g m e n t s   i n t r o d u c e d  

i n t o   f i t t i n g   33  b e i n g   p a s s e d   to   w a s t e a l o n g   w a s t e   o u t l e t   3 5 .  

A  s e c o n d   " a i r - b a r "   s t r u c t u r e   38  r e i n t r o d u c e s   " i n t r a - s a m p l e "  

a i r   s e g m e n t s   a l o n g   a i r   l i n e   36  i n t o   t h e   d i l u t e d   s a m p l e  

s t r e a m .  

The  i n l e t   of  pump  t u b e   10  i s   c o n n e c t e d   to   a  s o u r c e  

41  of   f i x i n g   a g e n t .   The  o u t l e t   of   pump  t u b e   10  i s   c o n n e c t e d  



to  j u n c t i o n   39,  w h e r e a t   t h e   f i x i n g   a g e n t   and  t h e   t w i c e -  

d i l u t e d   s a m p l e   a r e   m i x e d   and  p a s s e d   to   m i x i n g   c o i l   4 3 ,  

to  e n s u r e   m i x i n g   of  t h e   s a m e .   The  o u t l e t   of  m i x e d   c o i l   4 3  

i s   p a s s e d   to  a  r e s a m p l i n g   f i t t i n g   45,  w h i c h   i n c l u d e s   a  

w a s t e   o u t l e t   47  and  a  r e s a m p l i n g   o u t l e t   49,   t h e   l a t t e r  

b e i n g   c o n n e c t e d   to   t h e   i n l e t   of  t h e   s i n g l e   pump  t u b e   of  a  

s e c o n d a r y   p e r i s t a l t i c   pump  51 .   The  s a m p l e   i s   p a s s e d   f r o m  

t h e   o u t l e t   49  and  t h r o u g h   pump  51  to  a  s h e a t h - s t r e a m  

p a r t i c l e   c o u n t e r   53,   of  t h e   t y p e   d e s c r i b e d   i n   U n i t e d   S t a t e s  

P a t e n t   No.  3 , 7 4 0 , 1 4 3 .   A g a i n ,   e x c e s s   s a m p l e   and  t h e  

" i n t r a - s a m p l e "   a i r   s e g m e n t s   a r e   p a s s e d   to  w a s t e   a l o n g  

w a s t e   o u t l e t   47.   In   c o u n t e r   45,   t h e   r e d   c e l l s   i n   t h e  

t r e a t e d   b l o o d   s a m p l e   a r e   c o n f i n e d   to  f l o w   s e r i a l l y ,   so  a s  

to  be  i n d i v i d u a l l y   c o u n t e d   and  t h e i r   v o l u m e s   m e a s u r e d .  

The  t r e a t e d   b l o o d   s a m p l e   i s   t h e r e a f t e r   p a s s e d   to  w a s t e .  

The  s p h e r i n g   of  t h e   r e d   c e l l s ,   a c c o r d i n g   to   t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n ,   e n s u r e s   t h a t   t h e   m e a s u r e d   v o l u m e   i s   i n d e p e n d e n t  

of  t h e   o r i e n t a t i o n   of  t h e   r e d   c e l l s   as  t h e y   p r o g r e s s  

t h r o u g h   c o u n t e r   53 .   In   p r i o r   a r t ,   w h e r e   t h e   r e d   c e l l s  

w e r e   n o t   p r o p e r l y   s p h e r e d ,   t h e   r a n d o m   o r i e n t a t i o n   of  t h e  

r e d   c e l l s   p r o c e e d i n g   t h r o u g h   t h e   p a r t i c l e   c o u n t e r   o f t e n  

r e s u l t e d   i n   i n a c c u r a t e   v o l u m e   d e t e r m i n a t i o n s .  

The  f o l l o w i n g   E x a m p l e s   a r e   g i v e n   by  way  o f  

i l l u s t r a t i o n   o n l y .  

EXAMPLE  I  

A  s a m p l e   ( 0 . 3 7   m l . )   of  a n t i c o a g u l a t e d   w h o l e   b l o o d  

i s   p r e d i l u t e d   w i t h   i s o t o n i c   s a l i n e   ( 0 . 2 3   m l . ) .   An  a l i q u o t  
( 0 . 1 6   m l . )   of  t h e   r e s u l t i n g   s a m p l e   i s   c o m b i n e d   w i t h   4 . 2   m l .  

of  an  i s o t o n i c   s a l i n e   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   s o d i u m   l a u r y l  

s u l f a t e   (3  m g . / 1 0 0   m l . ) .   An  a l i q u o t   ( 0 . 1 6   m l . )   of  t h e  

r e s u l t i n g   d i l u t e d   s a m p l e   i s   t h e n   t r e a t e d   w i t h   4 . 0   ml .   o f  

an  i s o t o n i c   s a l i n e   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   b o v i n e   s e r u m   a l b u m i n  

( 0 . 1 % )   and  s o d i u m   l a u r y l   s u l f a t e   (3  m g . / 1 0 0   m l . ) .   The  f i n a l  

s a m p l e   i s   p l a c e d   in   a  f l o w   c e l l   and  e l e c t r o o p t i c a l l y  

m e a s u r e d .   The  r e d   b l o o d   c e l l   c o u n t   and  r e d   b l o o d   c e l l  



v o l u m e   w e r e   r e c o r d e d .  

EXAMPLE  I I  

A  s a m p l e   ( 0 . 3 7   m l . )   of   a n t i c o a g u l a t e d   w h o l e  

b l o o d   i s   p r e d i l u t e d   w i t h   i s o t o n i c   s a l i n e   ( 0 . 2 3   m l . ) .   A n  

a l i q u o t   ( 0 . 1 6   m l . )   of  t h e   r e s u l t i n g   s a m p l e   i s   c o m b i n e d   w i t h  

4 . 2   ml .   of   an  i s o t o n i c   s a l i n e   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   s o d i u m  

l a u r y l   s u l f a t e   (3  m g . / 1 0 0   m l . ) .   An  a l i q u o t   ( 0 . 1 6   m l . )   o f  

t h e   r e s u l t i n g   d i l u t e d   s a m p l e   i s   t h e n   t r e a t e d   w i t h   4 . 0   m l .  

of   an  i s o t o n i c   s a l i n e   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   g l u t a r a l d e h y d e  

( 0 . 2 % )   and  s o d i u m   l a u r y l   s u l f a t e   (1  m g . / 1 0 0   m l . ) .   T h e  

f i n a l   s a m p l e   i s   p l a c e d   i n   a  f l o w   c e l l   and   e l e c t r o o p t i c a l l y  

m e a s u r e d .   The  r e d   b l o o d   c e l l   c o u n t   and  r e d   b l o o d   c e l l  

v o l u m e   w e r e   r e c o r d e d .  



1.  A  m e t h o d   of  t r e a t i n g   m a m m a l i a n   w h o l e   b l o o d   t o  

p r o v i d e   a  s a m p l e   s u i t a b l e   f o r   e l e c t r o o p t i c a l   d e t e r m i n a t i o n  

of  r e d   b l o o d   c e l l   v o l u m e ,   w h i c h   c o m p r i s e s   t h e   s t e p s   of  ( a )  

c o m b i n i n g   an  a n t i c o a g u l a t e d   w h o l e   b l o o d   s a m p l e   w i t h   a  

f i r s t   i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   s p h e r i n g   a g e n t ,   and  ( b )  

t r e a t i n g   an  a l i q u o t   of  t h e   r e s u l t i n g   m i x t u r e   w i t h   a  s e c o n d  

i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   p r o t e i n   and  s p h e r i n g   a g e n t ;  
w h e r e i n   t h e   w e i g h t   r a t i o   of  p r o t e i n   to  s p h e r i n g   a g e n t   i n  

t h e   a l i q u o t   and  in   t h e   f i n a l   s a m p l e   i s   f r o m   a b o u t   2 0 : 1  

to  a b o u t   7 0 : 1 ,   and  t h e   c o n c e n t r a t i o n   of   s p h e r i n g   a g e n t   i n  

t h e   f i n a l   s a m p l e   i s   f r o m   a b o u t   2  m g . / 1 0 0   ml .   to  a b o u t  

10  m g . / 1 0 0   m l .  

2.  A  m o d i f i c a t i o n   of   t h e   m e t h o d   of  c l a i m   1,  w h e r e i n  

i n s t e a d   of  s t e p   ( b ) ,   s a i d   a l i q u o t   f r o m   s t e p   (a)   i s   t r e a t e d  

in   a  s t e p   (c)   w i t h   an  i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   f i x i n g  

a g e n t ,   and  w h e r e i n   t h e   a l i q u o t   f r o m   s t e p   (a)   h a s   a  w e i g h t  

r a t i o   of  e n d o g e n o u s   p r o t e i n   to  s p h e r i n g   a g e n t   of  f r o m  

a b o u t   2 0 : 1   to   a b o u t   7 0 : 1 ,   and  a  s p h e r i n g   a g e n t   c o n c e n t r a -  

t i o n   of  f r o m   a b o u t   2  m g . / 1 0 0   ml .   to  a b o u t   10  m g . / 1 0 0   m l .  

3.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to  c l a i m . 2 ,   w h e r e i n   s a i d  

f i x i n g   a g e n t   s o l u t i o n   c o n t a i n s   g l u t a r a l d e h y d e   in   an  a m o u n t  

to   p r o v i d e   a  f i n a l   g l u t a r a l d e h y d e   c o n c e n t r a t i o n   of  f r o m  

0 .1%  to  0 .4%  by  w e i g h t .  

4.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to   any  p r e c e d i n g   c l a i m ,   w h e r e i n  

p r i o r   to  s t e p   ( a ) ,   s a i d   w h o l e   b l o o d   s a m p l e   i s   p r e d i l u t e d  
w i t h   s a l i n e   as  d i l u e n t ,   r e s u l t i n g   in   a b o u t   a  50%  by  v o l u m e  

d i l u t i o n   of  s a m p l e .  

5.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to  c l a i m   4,  w h e r e i n   s t e p   ( b )  

or  s t e p   (c)   r e s u l t s   in   a  f u r t h e r   d i l u t i o n   of  o r i g i n a l  



s a m p l e   of   a b o u t   1 : 1 0 0 0   by  v o l u m e .  

6.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to  any  p r e c e d i n g   c l a i m ,  

w h e r e i n   s a i d   s p h e r i n g   a g e n t   i s   an  a l k a l i   m e t a l   s a l t   of  a n  

a l k y l   s u l f a t e ,   s a i d   a l k y l   g r o u p   c o n t a i n i n g   f r o m   10  to  16 

c a r b o n   a t o m s .  

7.  A  r e a g e n t   f o r   s p h e r i n g   t h e   r e d   b l o o d   c e l l s   i n  

a n   a n t i c o a g u l a t e d   w h o l e   b l o o d   s a m p l e ,   w h i c h   c o m p r i s e s   a  
m i x t u r e   of   a  p r o t e i n   and   a  s p h e r i n g   a g e n t   w h e r e i n   t h e  

w e i g h t   r a t i o   of   p r o t e i n   to   s p h e r i n g   a g e n t ,   when  s a i d  

r e a g e n t   i s   m i x e d   w i t h   a  b l o o d   s a m p l e ,   i s   f r o m   a b o u t   2 0 : 1  

to  a b o u t   7 0 : 1 ,   and  w h e r e i n   t h e   t o t a l   c o n c e n t r a t i o n   o f  

s p h e r i n g   a g e n t   i s   s u c h   as  to  p r o v i d e ,   when   s a i d   r e a g e n t i s  

m i x e d   w i t h   t h e   b l o o d   s a m p l e ,   f r o m   a b o u t   2  m g . / 1 0 0   ml..  t o  a b o u t  

10  m g . / 1 0 0   ml .   of   s p h e r i n g   a g e n t   i n   t h e   b l o o d   s a m p l e   m i x t u r e .  

8.  A  r e a g e n t   a c c o r d i n g   to  c l a i m   7,  w h e r e i n   s a i d  

s p h e r i n g   a g e n t   i s   an  a l k a l i   m e t a l   s a l t   of   an  a l k y l   s u l f a t e ,  
s a i d   a l k y l   g r o u p   c o n t a i n i n g   f r o m   10  to   16  c a r b o n   a t o m s .  

9.  A  m e t h o d   of   p r e p a r i n g   s t a b l e ,   s p h e r e d   and  f i x e d  

m a m m a l i a n   r e d   b l o o d   c e l l s   as  c a l i b r a t i o n   p a r t i c l e s   f o r  

f l o w   c y t o m e t r y   w h i c h   c o m p r i s e s   t h e   s t e p s   of  (a)   c o m b i n i n g  

an  a n t i c o a g u l a t e d   w h o l e   b l o o d   s a m p l e   w i t h   an  i s o t o n i c  

s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   s p h e r i n g   a g e n t   and  (b)  t r e a t i n g   t h e  

r e s u l t i n g   s o l u t i o n   w i t h   a  f i x i n g   a g e n t   s o l u t i o n ,   t h e  

p r o d u c t   of   s t e p   (a)   h a v i n g   a  w e i g h t   r a t i o   of  e n d o g e n o u s  

p r o t e i n   to  s p h e r i n g   a g e n t   of   f r o m   a b o u t   2 0 : 1   to  a b o u t  

7 0 : 1 ,   and  a  f i n a l   c o n c e n t r a t i o n   of   s p h e r i n g   a g e n t   of  f r o m  

a b o u t   2  m g . / 1 0 0   ml .   to  a b o u t   10  m g . / 1 0 0   m l .  

10.  A  r e a g e n t   f o r   s t a b i l i s i n g ,   s p h e r i n g   and  f i x i n g  
r e d   b l o o d   c e l l s   as  c a l i b r a t i o n   p a r t i c l e s   f o r   f l o w   c y t o m e t r y  



w h i c h   c o m p r i s e s   a  s p h e r i n g   a g e n t / f i x i n g   a g e n t   m i x t u r e  

w h e r e i n   t h e   p r o t e i n / s p h e r i n g   a g e n t   w e i g h t   r a t i o   a f t e r  

m i x i n g   w i t h   w h o l e   b l o o d   i s   f r om  a b o u t   2 0 : 1   to  a b o u t   7 : 1  

and  a  s p h e r i n g   a g e n t   c o n c e n t r a t i o n   of  f rom  a b o u t  

2  m g . / 1 0 0   ml .   to   a b o u t   10  m g . / 1 0 0   m l .  
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